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1. Einleitung
Akne ist eine Erkrankung der Talgdrüsenfollikel und betrifft in mehr oder weniger
ausgeprägter Form 80 % der Jugendlichen im Alter von 12 - 25 Jahren 166 sowie 3 - 8 % der
über 25 -Jährigen 151.
In den letzten Jahrzehnten haben sich die therapeutischen Möglichkeiten sehr verbessert, vor
allem  durch die Einführung der 13-cis-Retinsäure als hochwirksames systemisches
Medikament. Besonders schwere Verläufe der Akne, inbesondere die Acne conglobata, lassen
sich damit günstig und meist auch nachhaltig beeinflussen.
Trotz der Fülle an Literatur, die zum Thema  Akne erhältlich ist, besteht weiterhin großer
Bedarf an der Klärung der pathophysiologischen Vorgänge, die zur Entstehung dieser
Erkrankung  führen. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt gelten eine Androgen-induzierte
übermäßige Sebumproduktion,   abnormale Keratinisierung, die bakterielle Besiedlung durch
Propionibacterium acnes (P. acnes) sowie genetische Faktoren als pathogenetische Ursachen
der Akne 151. Bei chronologischer Durchsicht der Literatur zu diesem Thema stößt man auf
viele Widersprüche, die vor allem die Rolle von P. acnes bei der Entstehung von Akne-
eff loreszenzen betreffen. Bisher konnte ein eindeutiger kausaler Zusammenhang weder
bestätigt noch negiert werden. Zahlreiche Fragen zur Rolle dieser Mikroorganismen bei der
Pathogenese der Akne sind noch nicht geklärt. Allein die Tatsache, daß antimikrobielle
Substanzen wie zum Beispiel Antibiotika oder Isotretinoin, welche indirekt gegen P. acnes
wirksam sind, bei der Aknetherapie erfolgreich eingesetzt werden, spricht für die Rolle von P.
acnes als einen pathogenetischen Faktor in der Entstehung der Akne. Dieses Bakterium
besitzt eine für diese Arbeit sehr wichtige und interessante Stoffwechseleigenschaft, nämlich
die Produktion von Porphyrinen.
Porphyrine sind  Verbindungen, die im Woodlicht eine charakteristische rötliche  Fluoreszenz
aufweisen. Diese Verbindungen sind  endogene Photosensibil isatoren,  die die absorbierte
Energie an das umgebende Gewebe abgeben und so zur Zerstörung von Zellen führen können.
Die Produktion von Porphyrinen durch P. acnes wurde 1967  von Cornelius und Ludwig in
vitro nachgewiesen 21 und auch in mehreren nachfolgenden Studien bestätigt 104, 107, nachdem
bereits vorher die orangefarbene Fluoreszenz von Follikeln im Bereich des Gesichtes durch
Berch und Carrie Porphyrinen zugeschrieben werden konnte 6. Hierbei ergaben sich sehr
unterschiedliche, zum Teil widersprüchliche  Ergebnisse  in der Verteilung der gefundenen
Porphyrinklassen und Porphyinisomere. Bei  Cornelius und Ludwig 21 und Lee et al.95
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stellte Koproporphyrin III die größte Fraktion, während Protoporphyrin nur in geringen
Mengen und polare Porphyrine wie Uroporphyrin oder Heptaporphyrin nur unter speziellen
Wachstumsbedingungen (Zusatz von Aminolävulinsäure) nachweisbar waren. Im Gegensatz
dazu maß Romiti et al. 162 als größte Porphyrinfraktion Protoporphyrin, gefolgt von
Koproporphyrin III , vereinzelt waren polare Porphyrine nachweisbar.  Zusätzlich
identifizierte diese Arbeitsgruppe biochemisch Subtypen von P. acnes mittels Bunter Reihe
und konnte somit eine spezifische Verteilung der Porphyrinisomere in Abhängigkeit des
jeweil igen Subtyps aufzeigen.  An dieser Stelle sei noch einmal darauf hingewiesen, daß es
sich bei diesen Studien meist um In-vitro-Versuche handelte, es wurden also P. acnes -
Kulturen gezüchtet, die daraufhin auf ihren Porphyringehalt untersucht wurden.
Unser Ziel war hingegen der Nachweis einer In-vivo - Porphyrinproduktion von P. acnes.
Desweiteren wollten wir die Verteilung der Porphyrinklassen und Porphyrinisomere in vivo
ermitteln und feststellen, inwieweit dies durch die systemisch applizierten Aknetherapeutika
Isotretinoin und Antibiotika beeinflußbar ist.
Die Rolle der Porphyrine als Entzündungsmediatoren  bei Acne vulgaris ist bisher noch wenig
untersucht worden. Der erfolgreiche Einsatz neuerer Therapieformen der Acne vulgaris  wie
die Lichttherapie mittels  Blaulicht im Absorptionsspektrum der Porphyrine, also bei 400 -
420 nm, deuten jedoch darauf hin, daß Porphyine eine Rolle bei der Genese entzündlicher
Akneeff loreszenzen spielen.
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1.1     Propionibacterium acnes
Das zu der Famil ie der Propionibacteriaceae gehörende Propionibacterium acnes (P. acnes)
ist ein gram-positives, anaerobes beziehungsweise mikroaerophiles pleomorphes Stäbchen.
Diese Bakterien sind etwa 0,5 - 1,0 µm lang und 0,3 - 0,5 µm breit, bilden keine Sporen und
sind unbeweglich. Sie sind meist von diphteroider Form und Lagerung, wobei auch fädige
Elemente mit teils rudimentär ausgebildeten Verzweigungen beobachtet werden können.
1863 beschrieb Unna erstmalig ein koryneformes Bakterium, welches er in histologischen
Präparaten aus Komedonen und Pusteln von Aknepatienten entdeckte und bezeichnete es als
Aknebacillus. In den folgenden Jahren wurde dieser Keim mit verschiedenen Krankheiten in
Zusammenhang gebracht, unter anderen auch mit der Alopecia areata durch Sabouraud.
Diesem gelang 1897 erstmals auch die Anzüchtung des Bakteriums in einer Kultur. Bis zu
diesem Zeitpunkt galt es als sicher, daß P. acnes die Ursache der Akneeffloreszenzen ist.
Langsam erst gelangte man zu der Erkenntnis, daß auch andere Mikroorganismen wie
Staphylokokken bei der Bildung von beispielsweise Pusteln eine Rolle spielen.
1923 erfolgte durch Bergey et al. aufgrund der  morphologischen Ähnlichkeit des
Aknebacillus mit der Gruppe der Korynebakterien eine Umbenennung  in Corynebakterium
acnes. Durch Douglas und Gunter erfolgte 1946 aufgrund der Fähigkeit, Milchsäure zu
Propionsäure zu fermentieren, die bis heute gültige Namensgebung als Propionibakterium
acnes. Desweiteren gelang damals auch der Nachweis, daß P. acnes als Teil der Normalflora
der Haut auch bei gesunden Menschen zu finden ist  141.
Johnson und Cummins beschrieben  drei Spezies, P. acnes, P. avidum und P. granulosum.
Später wurden weitere zwei Spezies als zur Standardflora der Haut gehörend beschrieben, P.
innocuum und P. propionicum. In seltenen Fällen läßt sich eine sechste Spezies von der Haut
isolieren, P. lymphophilum, wobei nicht sicher ist, inwieweit dieses Bakterium zur
Normalflora der Haut gehört  23.
Die Spezies lassen sich aufgrund unterschiedlicher Reaktionen in Sero-, Bio-, und
Phagentypen unterscheiden und können wiederum in Untergruppen unterteilt werden. Durch
Bakteriophagentypisierung, das Vorhandensein von Galaktose als Zellwandzucker sowie die
Durchführung von Agglutinationstests lassen sich zwei Serotypen I und II des P. acnes
unterscheiden 161.
Die Anzüchtung dieser Bakterien gelingt gut bei 35 - 37 ° C unter anaeroben Bedingungen
und einer Inkubation von durchschnittlich 7 Tagen. Auf Agarnährböden sind
Propionibakterien als kleine, runde, je nach Spezies dunkelrot über violett bis grau-weiße,
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glänzende und  kugelig gewölbt Kolonien zu identifizieren. Zudem kann auf bluthaltigen
Nährböden eine Beta-Hämolyse zu erkennen sein 23.
Zur Hautflora gehören im wesentlichen aerobe Kokken der Familie Micrococcaceae, meist
Staphylococcus epidermidis, P. acnes, als diphteroides Stäbchen sowie der Pilz Pityrosporum
ovale.  Im Talgdrüsenfollikel, welcher bei der Pathophysiologie der Akne eine wichtige Rolle
spielt, nehmen diese einzelnen Komponenten eine typische topographische Verteilung ein
(Abb.1). So liegen die lipophilen Pityrosporum sehr oberflächlich in der Nähe der
Folli kelmündungen,   die aeroben   Mikrokokken sind  in der   Mitte des Akroinfundibulums
angesiedelt, wohingegen sich die anaerob wachsenden Propionibakterien in der Tiefe des
Infrainfundibulums befinden 74. Die dortigen Wachstumsbedingungen, die niedrige
Sauerstoffspannung und ausreichend Nährmaterial in Form des Sebums, genauer der
Triglyzeridfraktion des Talgs, sind ein idealer Nährboden für das Wachstum von P. acnes.
Abbildung 1: Talgdrüsenfollikel mit Topographie der Standortflora (Mit freundlicher
Genehmigung aus 164)
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Die  Benennung von P. acnes erfolgte aufgrund seiner Erstisolierung von der Haut eines
Aknepatienten. Die Namensgebung ist insofern irreführend, als dieses Bakterium auch auf der
Haut von gesunden Menschen in ebensolcher Anzahl existiert 151.
Im allgemeinen ist P. acnes kein pathogenes Bakterium. Sehr selten werden systemische
Infektionen bei immunkomprimierten Patienten durch P. acnes beschrieben, wie
Endokarditis. Aus der Tatsache, daß in vielen bakteriologischen Proben auch P. acnes
nachgewiesen werden konnte, entsprang die Theorie, daß dieser Keim bei schweren
nekrotisierenden Verläufen der Akne eine entscheidende Rolle spielt. Dies läßt sich allerdings
allein durch die Zugehörigkeit zur Standortflora der Haut, nicht nur bei Aknepatienten
sondern auch bei hautgesunden Menschen, erklären. Die  Besiedelung der Haut bei
Aknepatienten nimmt einen typischen Verlauf. Nach relativ niedrigen Werten in der Kindheit
steigt sie in der Pubertät, mit Zunahme der Sebumproduktion, stark an und bleibt dann
ziemlich konstant im weiteren Verlauf. Bei Menschen, die nicht an Akne leiden, ist die
Besiedelungsdichte durch P. acnes niedriger 25. Da allerdings die meisten Menschen in ihrem
Leben eine Akne durchleiden, wenn auch in sehr unterschiedlichem Umfang, und es keine
Korrelation der Dichte der Besiedelung durch P. acnes mit der Schwere der Akneerkrankung
gibt, sind diese Zahlen wenig aussagekräftig.
Die pathogenetische Rolle von P. acnes besteht somit weniger in seiner direkten  Virulenz.
Vielmehr trägt es zur Komedogenese und vor allem zur Ruptur der Komedonen mit
konsekutiver entzündlicher Reaktion in der Umgebung bei. Der Bildung eines Komedo geht
eine massive Anhäufung von P. acnes im Follikelkanal voraus. Das Vorhandensein einer
Lipase befähigt P. acnes zur hydrolytischen Abspaltung von freien Fettsäuren aus
Triglyzeriden 154. Obwohl die Rolle der freien Fettsäuren bei der Pathogenese der Akne noch
mit vielen Unklarheiten behaftet ist, steht dennoch fest, daß diese Substanzen in hohem
Umfang komedogen sind. Ebenso ist mittlerweile gesichert, daß P. acnes eine entscheidende
Rolle bei der Ruptur der Komedonen spielt, unter anderem durch die Bildung von freien
Fettsäuren, aber auch durch die Produktion von Enzymen wie Protease, Hyaluronidase,
Lezithinase, Neuramidase, Phosphatase, Phospholipase, Proteinase und Ribonuklease, die,
wie auch die freien Fettsäuren,  das Follikelepithel angreifen und zur Extrusion des
Komedoneninhalts in die Umgebung führen können 152. Außer freien Fettsäuren tragen aber
auch andere Substanzen zur entzündlichenn Reaktion bei Akne bei. So kann P. acnes in
monozytären Zellen signifikante Konzentrationen an Interleukin (IL)-1α, IL-8 und
Tumornekrosefaktor-α induzieren 98. Weiterhin bedarf die Rolle der von P. acnes
exprimierten Antigene und die Bildung von dagegen gerichteten  Antikörpern noch der
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Klärung. Knop und Mitarbeiter  konnten in Komedonenextrakten IgG und Albumin messen
und durch Immunfluoreszenzmikroskopie in histologischen Präparaten von Komedonen IgG-
Antikörper auf stäbchenförmigen Bakterien, die als P. acnes oder P. granulosum identifiziert
wurden, nachweisen 88. Weder die  Antikörpertiter noch die Menge an gemessenen Albumin
von Patienten mit verschiedenen Formen der Akne (Acne comedonica, Acne papulopustulosa,
Acne conglobata) und von Patienten unter Tetrazyklintherapie  wiesen Unterschiede auf.  Till
et al. zeigten, daß die Antikörpertiter nur bei Patienten mit einer höhergradigen Akne erhöht
sind, bei gesunden Personen und Patienten mit milder Form der Akne jedoch im selben
niedrigen Bereich liegen 181.
Immunologische Prozesse finden demnach also auch bei der Akne statt, wie diese allerdings
pathogenetisch zu werten sind, ist bisher noch unklar.
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1.2 Porphyrine
Porphyrine sind Verbindungen, die ubiquitär im Pflanzen- und Tierreich vorkommen. Sie sind
die farbgebenden Bestandteile der Hämoproteine, zu denen  unter anderem Hämoglobin,
Myoglobin, Cytochrome,  Katalase und  Peroxidase  gehören.
Porphyrine sind zyklische Moleküle, die aus vier Pyrrolringen bestehen. Diese sind über
Methinbrücken zu einem Tetrapyrrolsystem verbunden und bilden ein konjugiertes
Ringsystem mit 11 Doppelbindungen, welches als Porphin bezeichnet wird (Abb. 2). Durch
unterschiedliche Substitution an den acht außenstehenden Kohlenstoffatomen leiten sich die
verschiedenen Porphyrine ab 63.
                                       
Abbildung 2: Porphin, Grundstruktur der Porphyrine
Die chemische Struktur der Porphyrine wurde erstmals 1912 durch Küster beschrieben. Zu
dieser Zeit ging man jedoch noch davon aus, daß eine solche zyklische Struktur instabil wäre
und es dauerte noch weitere 17 Jahre, bis 1929 Fischer endgültig mit der vollständigen
Synthese von Protohäm der Nachweis der Tetrapyrrolstruktur der Porphyrine gelang 171 .
Porphyrine sind in der Lage, mit Metallionen stabile Komplexe zu bilden, welche als
Metalloporpyhrine bezeichnet werden. Während dies im Pflanzenreich meistens
Magnesiumionen sind (als Chlorophyll), kommen bei Mensch und Tier hauptsächlich
Eisenionen (als Häm) als Bindungspartner vor. Hierbei bindet das Metall ion an die inneren
Stickstoffatome der vier Pyrrolringe  139  .
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1.2.1 Nomenklatur
Die vier Pyrrolringe werden mit A, B, C und D bezeichnet (Abb. 2).  Man unterteilt die
Porphyrine nach der chemischen Natur ihrer Substituenten in Ätioporpyhrine (4 Methyl- und
4 Ethylgruppen als Substituenten), Mesoporpyhrine (4 Methyl-, 2 Propionsäure- und 2
Ethylgruppen als Substituenten), Uroporphyrine (4 Propionsäuregruppen und 4
Essigsäuregruppen als Substituenten), Koproporphyrine (4 Methyl- und 4
Propionsäuregruppen als Substituenten) und Protoporphyrine (4 Methyl- 2 Propionsäure- und
2 Vinylgruppen als Substituenten).
Dabei sind die Protoporphyrine am weitesten verbreitet. Von den 15 Isomeren des
Protoporphyrin kommt in der Natur nur Protoporphyrin IX vor, unter anderem im
Hämoglobin, Myoglobin  und in den meisten Cytochromen 63.
1.2.2 Biosynthese
Beim Menschen werden die Porpyhrine in praktisch allen Zellen in einer Sequenz von acht
enzymatischen Schritten aus Glycin und Succinyl-CoA synthetisiert (Abb. 3).
Intramitochondrial reagiert Succinyl-CoA, ein Zwischenprodukt des Zitratzyklus, mit Glycin,
einer Aminosäure  und bildet unter Abspaltung von CoA  α- Amino-β-ketoadipinat, ein sehr
labiles Zwischenprodukt, welches spontan zu δ-Aminolävulinat decarboxyliert. Diese
Reaktion wird durch das Enzym δ-Aminolävulinatsynthetase  katalysiert und ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Porphyrinbiosynthese. Die δ-Aminolävulinat-
synthetase unterliegt einer Rückkopplungshemmung durch das Häm, welches das Endprodukt
dieser Biosynthesekette darstellt.  Desweiteren ist dieses Enzym Pyridoxalphosphat-abhängig,
was die Verminderung der Hämbiosynthese unter Vitamin B6-Mangel erklärt.
Nach Übertritt in das Zytosol kondensieren unter Katalyse der Porphobili nogensynthase zwei
Moleküle δ-Aminolävulinat zu Porphobilinogen als Pyrrolvorstufe der Porphyrine.
Vier Porphyrobilinogenmoleküle kondensieren unter dem Einfluß der Porphobili nogen-
Desaminase unter Abspaltung von Ammoniak und Bildung des Zwischenproduktes
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Hydroxymethylbilan zum Tetrapyrrol. Durch die katalytische Aktivität der Porphobilinogen-
Isomerase entsteht Uroporphyrinogen III sowie in geringen Mengen auch Uroporphyrinogen
I.
Unter dem Einfluß der zytosolischen Uroporphyrinogen-Decarboxylase werden alle vier
Azetatseitenketten im Uroporphyrinogen III zu Methylgruppen decarboxyliert.
Das daraus entstandene Koproporphyrinogen III tritt ins Mitochondrium über, wo die
Propionatseitenketten der Ringe A und B durch die Wirkung der Koproporphyrinogen-
Oxidase dehydriert und decarboxyliert werden, es entsteht Protoporphyrinogen IX.
Die Protoporphyrinogenoxidase dehydriert die Methylenbrücken zwischen den Pyrrolringen
und bildet dadurch Protoporphyrin IX, welches die unmittelbare  Vorstufe des Häm darstellt.
Im Mitochondrium wird nun unter Einfluß der Ferrochelatase zweiwertiges Eisen in das
Protoporphyrin IX eingebaut und es entsteht das Endprodukt, Häm  139.
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Abb. 3:          Porphyrin- und Hämbiosynthese  
Enzyme:           1    δ-Aminolävulinsäure-Synthetase
2    δ-Aminolävulinsäure-Dehydratase
3    Porphobilinogen-Desaminase
4    Uroporphyrinogen-Cosynthetase
5    Uroporphyrinogen-Decarboxylase
6    Koproporphyrinogen-Oxidase
7    Protoporphyrinogen-Oxidase
8    Ferrochelatase
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1.2.3 Fluoreszenzeigenschaften der Porphyrine
Neben der Fähigkeit, mit Metallionen Komplexe zu bilden, sind im Rahmen dieser Arbeit vor
allem  die Fluoreszenzeigenschaften der Porphyrine von Interesse. Durch den strukturellen
Aufbau der Porphyrine, das konjugierte Ringsystem mit Doppelbindungen, erhalten diese
Verbindungen die Fähigkeit, Lichtenergie zu absorbieren. Dabei werden die Elektronen dieses
Moleküls durch Absorption von Lichtquanten kurzzeitig auf ein höheres Energieniveau
angehoben. Bei der Rückkehr in den Grundzustand wird Wärme frei und es entstehen
Sekundärstrahlen, die im Falle der Porphyrine im Bereich des sichtbaren Lichtes liegen, es
resultiert eine sicht- und meßbare Fluoreszenz. Charakteristisch sind die Absorptionsspektren
der Porphyrine im sichtbaren wie im ultravioletten Bereich, welche je nach chemischer
Struktur der Seitenketten variieren. Soret, ein französischer Radiologe, konnte 1883 jedoch
eine scharfe Absorptionsbande bei 400 nm für alle Porphyrine nachweisen, welche nach ihm
als Soret-Bande benannt ist 162. Koproporphyrin konnte zudem eine weitere
Absorptionsbande bei 625 nm, Protoporphyrin bei 635 nm zugeschrieben werden.
1.2.4   Nachweisverfahren
Die Wasserlöslichkeit der verschiedenen Porphyrine differiert stark, was auch ihre
Ausscheidung im Organismus beeinflußt. So werden die polaren Uroporphyrinogene zu
einem hohem Prozentsatz im Urin ausgeschieden, wohingegen das apolare Protoporphyrino-
gen in die Gallenflüssigkeit gelangt und somit in den Faeces erscheint. Koproporphyrinogen
als mittelpolares Porphyrin kann sowohl über die Nieren im Urin als auch über die Galle in
den  Faeces ausgeschieden werden.
Prinzipiell bieten sich zwei Möglichkeiten zur Trennung eines Porphyringemisches in seine
Komponenten an. Diese bestehen in der Fraktionierung der Porphyrine als freie Säuren und in
der Isolierung als Methylester.
Sowohl Koproporphyrin I und III als auch Protoporphyrin sind in Eisessig-Äthermischungen
löslich, aus denen sie mit Salzsäure extrahiert werden können, wohingegen Uroporphyrine in
Eisessig-Äthermischungen unlöslich, jedoch in Äthylazetat löslich sind, aus dem sie ebenfalls
mit Salzsäure extrahiert werden können 31.
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Der einfachste Nachweis von Porphyrinen erfolgt mittels Fluoreszenznachweis.
Zur Differenzierung der einzelnen Porphyrinfraktionen wird die Dünnschichtchromatographie
oder die Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) eingesetzt. Der Vorteil der HPLC
besteht in der Möglichkeit einer Isomerentrennung, beispielsweise in Koproporphyrin I und
II I, was bei der Dünnschichtchromatographie nicht möglich ist.
1.2.4.1Chromatographische Porphyrinauftrennung mittels HPLC
Die Chromatographie ist ein Trennverfahren, bei welchem das Probengemisch zwischen zwei
Phasen im chromatographischen Bett (Trennsäule oder Ebene) verteilt wird. Eine Hilfsphase
ruht (stationäre Phase), die andere Hilfsphase strömt daran im chromatographischen Bett
vorbei (mobile Phase). Als stationäre Phase dient ein zur Absorption fähiges
oberflächenaktives Material in Form fester Teilchen, behandelter Oberfläche oder
flüssigkeitsbelegter Träger. Die mobile Phase besteht entweder aus Gas oder Flüssigkeit.
Voraussetzung für die Flüssigkeitschromatographie ist die Löslichkeit der Probe in einem
geeigneten Lösungsmittel. Dies trifft für alle organischen und ionischen anorganischen
Substanzen zu.
HPLC ist die Abkürzung für High Performance Liquid Chromatography (= Hochleistungs-
Säulen-Flüssig-Chromatographie). Die HPLC ist eine sehr effektive Trenntechnik. Sie liefert
eine gute quantitative und qualitative Auftrennung von Stoffgemischen in kurzer Zeit. Dies
wird zum einen durch eine stationäre Phase mit sehr kleinen Teilchen, zum anderen durch
einen hohen Druck, der beim Durchpressen der mobilen Phase aufgewendet wird, erreicht.
Das zu trennende Gemisch wird mit Hilfe eines geeigneten Lösungsmittels auf die Säule
gebracht, die mit der stationären Phase gefüllt ist. Hier findet nun die Trennung statt.  An der
stationären Phase werden die zu trennenden Komponenten der Probe bei optimalen
Bedingungen unterschiedlich lange aufgehalten und verlassen die Säule nach
unterschiedlichen Zeiten. Diese  einzelnen Probenkomponenten werden vom Detektor
registriert, an die Auswerteeinheit weitergegeben und graphisch dargestellt. Die daraus
resultierenden Signale bezeichnet man als Peaks, ihre Gesamtheit als Chromatogramm. Aus
diesen Peaks lassen sich sowohl qualitative als auch quantitative Informationen über das
untersuchte Probengemisch gewinnen. Die Zeit, nach welcher ein Signal auf dem Schreiber
erscheint, nennt man Elutionszeit. Sie ist unter standardisierten Bedingungen für jeden Stoff
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des Gemisches charakteristisch. Die Fläche jedes Signals ist der Menge des entsprechenden
Stoffes proportional 123.
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1.3      Porphyrinproduktion von Propionibacterium acnes
Sigwald Bommer beschrieb 1926 erstmalig eine ihm damals sehr rätselhafte Erscheinung,
eine im Woodlicht orangefarbene Fluoreszenz der Follikelmündung, die vor allem
zentrofazial im Bereich der seitlichen Nasenpartien auftritt 11.
Berch und Carrie gelang die Identifizierung  der Ursache dieser Fluoreszenz als Porphyrine 6,
Cornelius und Ludwig konnten 1967 die Quelle dieser Porphyrinproduktion P. acnes
zuordnen 21. Darüberhinaus konnte gezeigt werden, daß die Intensität der
Porphyrinfluoreszenz mit der Besiedelungsdichte durch P. acnes  korreliert 108, 111.
Mittlerweile existieren viele verschiedene Untersuchungen zur Porphyrinproduktion von P.
acnes, wobei es sich hierbei meist um  In-vitro- Untersuchungen handelt 40, 43 . Dabei stellte
sich heraus, daß viele verschiedene Faktoren einen Einfluß auf die In-vitro-
Porphyrinprokuktion von P. acnes haben, so zum Beispiel die Dauer der Bebrütung, die
Abnahmestellen des Untersuchungsmaterials, die Wahl des Nährmediums, der pH - Wert des
Nährbodens und der Zusatz von bestimmten Substanzen 41, 80 . Die größte durchschnittliche
quantitative Porphyrinmenge wurde bei Wachstum auf festem Nährboden nach 5-tägiger
Bebrütung gewonnen, bei Züchtung im flüssigen Medium wurde die beste qualitative
Ausbeute einzelner Porphyrinfraktionen erzielt 43 . Bei den meisten von ihnen stellte sich
Koproporphyirn III als die größte Porphyrinfraktion heraus, gefolgt von Protoporphyrin IX 43,
111,  80 .
Vergleichende Untersuchungen an nicht-entzündlicher seborrhoischer Haut und Akneläsionen
ergaben bei letzteren zum einen eine höhere Porphyrinproduktion,  zum anderen aber auch
eine vermehrte Abgabe der Porphyrine in die Umgebung, was eventuell auf eine
Stoffwechsel-aktivere Variante von P. acnes  bei Aknepatienten hinweist 40 .
Auch die verschiedenen Methoden zur Extraktion der Porphyrine lieferten unterschiedliche
Ergebnisse.
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1.4     Systemische Aknetherapie
Die Indikationen für eine systemische Aknetherapie sind unter anderem  ein nicht
zufriedenstellendes Ansprechen auf lokale Therapie, Unverträglichkeiten gegenüber
Lokaltherapeutika, schwere Akneformen wie Acne conglobata sowie die  für die topische
Behandlung ungünstige Lokalisation  von Akneeff loreszen im Nacken oder am Rücken.
Wichtige Medikamente sind dabei Antibiotika, Isotretinoin, Glukokortikoide und Hormone.
1.4.1 Antibiotika
Die Einführung von Breitspektrumantibiotika in die Aknetherapie stellte einen Fortschritt in
der Behandlung von entzündlichen Formen der Akne wie Acne papulopustulosa dar. Diese
Substanzen standen über viele Jahre  nur zur systemischen Therapie zur Verfügung.
Mittlerweile sind  auch eine Vielzahl von topischen Präparaten zur Behandlung entzündlicher
Formen der Akne auf dem Markt.
Antibiotika vieler verschiedener Klassen zeigen hohe In-vitro- Aktivität gegen P. acnes, unter
anderem Makrolide, Tetrazykline, Sulfonamide, Penizill in und Cephalosporine.  Trotzdem
sind nur einige von ihnen auch für die Therapie der Akne geeignet, da alle hydrophilen
Substanzen nur schwer in  Komedonen und Mikrokomedonen mit ihren hohen
Lipidkonzentrationen penetrieren können. 98
Geeignete Antibiotika für die Aknetherapie sind daher vor allem  lipophile Substanzen wie
Doxyzyklin, Minozyklin oder Erythromyzin. Vor allem Minozyklin hat hierbei einen großen
Stellenwert erreicht, da es im Vergleich zu älteren Tetrazyklinen einige Vorteile aufweist. So
ist zum Beispiel die Resorptionsrate und damit auch die Bioverfügbarkeit von Minozyklin mit
90 % sehr günstig. Desweiteren erleichtert seine starke Lipophilie die Anreicherung in
Talgdrüsen und Komedonen, wodurch vor allem dort ein hoher Wirkspiegel erzielt werden
kann 74, 140. Bei Minozyklin sind bisher am wenigsten Fälle von resistenten P. acnes bekannt
140.
Der Nutzen dieser antimikrobiellen Therapie zeigt sich einerseits in einer Reduktion der
Besiedelung durch  P. acnes, die allerdings nur während der Therapiedauer zu beobachten ist.
Etwa zwei Wochen nach Absetzen des Antibiotikums gleicht sich die Bakterienzahl wieder an
die Ausgangswerte an, beziehungsweise zeigt einen geringfügigen Anstieg 98. Tetrazykline
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wirken bakteriostatisch durch Hemmung der Proteinsynthese von Bakterien, sie reduzieren
die Produktion von Lipase durch P. acnes  und beeinflussen somit die Konzentration von
freien Fettsäuren der Haut. Die Hydrolyse von Triglyceriden durch die dabei anfallenden
freien Fettsäuren aufgrund der Schädigung des Follikelepithels ist an der Ruptur von
Komedonen und konsekutiver entzündlicher Reaktion mitverantwortli ch.
Andererseits  nehmen Tetrazykline aber auch unabhängig von der direkten antimikrobiellen
Wirkung Einfluß auf Entzündungsvorgänge wie sie auch bei der Akne vorliegen. Elewski et
al. wiesen eine hemmende Wirkung der Neutrophilen Chemotaxis durch Tetrazykline in vivo
nach 39. Zudem konnte gezeigt werden, daß Minozyklin Dosis abhängig die T-Zell
Proliferation inhibieren kann und somit die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
wie Interleukin 2, Interferon γ und Tumornekrosefaktor α reduzieren kann. Aus In vitro-
Untersuchungen ist bekannt, daß Doxyzyklin und Minozyklin die Expression der Nitroxid-
Synthase hemmen können. Nitroxid-Synthase gilt als Schlüsselenzym für die Produktion von
Stickoxid, welches eine Rolle als Neurotransmitter, aber auch als Botenstoff im
Entzündungsgeschehen spielt 168 .
Ein in zunehmendem Maße auftretendes Problem in der antibiotischen Aknetherapie stellt die
Entwicklung von  Resistenzen dar. Entgegen der noch vor einigen Jahren verbreiteten
Ansicht, daß die Resistenzentwicklung bei der antibiotischen Aknetherapie keine Rolle spielt,
wurden bereits  1979 die ersten Berichte von gegenüber Erythromyzin oder Clindamyzin
resistenten P. acnes  Stämme bekannt. Die Datenlage bezüglich Resistenzentwicklungen bei
P. acnes ist immer noch sehr unbefriedigend und  zum Teil auch widersprüchlich. Neuere
Daten sprechen für eine deutliche Zunahme von resistenten P. acnes Stämmen. Cooper
beschrieb eine Zunahme der Antibiotikaresistenzen von etwa 20% 1978 auf ungefähr 62 %
bis 1996. Dabei traten vor allem Resistenzen gegenüber Erythromyzin, Klindamyzin,
Tetrazyklin, Doxyzyklin und Trimethoprim auf, selten dagegen auf Minozyklin 20 .
Sicher ist, daß Resistenzen gegenüber Erythromyzin und Clindamyzin weit häufiger sind als
gegenüber Tetrazyklinen 19 . Diese entstehen bei Tetrazyklinen durch ein plasmidkodiertes
Transportersystem, welches für einen aktiven Transport von intrazellulären
Tetrazyklinmolekülen aus der Zelle hinaus verantwortlich ist 121.
Durch die vermehrte systemische Anwendung von  Isotretinoin und die Kombination von
antibiotischen Substanzen mit topischen Benzoylperoxid läßt sich die Resistenzentwicklung
verringern.
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1.4.2    Isotretinoin
Retinoide stellen eine heterogene Gruppe von sowohl natürlich vokommenden Vitamin-A-
Verbindungen als auch  synthetischen Vitamin-A-Derivaten dar. Dabei handelt es sich um
lipophile Isoprenoide, bestehend aus einer Polyenkette mit einer zyklischen und einer polaren
Endgruppe.
Bei der Suche nach therapeutisch wirksamen und weniger toxischen Vitamin-A-
Verbindungen wurden bisher mehr als 2000 verschiedene Retinoide synthetisiert. Davon
erlangten vor allem drei praktische Bedeutung durch ihren Einsatz in der systemischen und
lokalen Dermatotherapie: Acitretin, Etretinat und Isotretinoin.
Isotretinoin ist ein Stereoisomer der natürlich vorkommenden all -trans-Retinsäure (Abb. 4).
164
Abbildung 4:  Isotretinoin (13-cis-Retinsäure)
Isotretinoin (13-cis-Retinsäure) wurde 1971 von Bollag et al. bei der Suche nach einem anti-
karzinogenen  Retinoid mit weniger Nebenwirkungen als Tretinoin entdeckt 153. 1979
berichtete Peck et al. von kompletten Remisionen bei Patienten mit schwerer nodulär-
zystischer Akne unter oraler Isotretinoin Gabe, die auch Monate nach Absetzen des
Medikaments anhielten 136.  Nachdem diese Beobachtung durch mehrere nachfolgende
Studien bestätigt werden konnte, erfolgte 1982 in den USA erstmals die Zulassung von
Isotretinoin für schwere Formen der Akne. In Europa wurde die systemische
Isotretinointherapie  1985 zugelassen.
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1.4.2.1  Wirkungsweise
Retinoide beeinflussen zelluläre Differenzierungsprozesse der Epidermis sowie ihrer
Anhangsgebilde. Die Wirkung der Retinoide wird durch zwei Rezeptortypen vermittelt, den
RAPs (retinoid acid receptor) und den RXRs (retinoid X receptor), die jeweils durch drei
Gene kodiert werden (α-, β- und γ) 153.
Isotretinoin gilt als das wirksamste Medikament zur Behandlung schwerer und mittelschwerer
Formen der Akne. Diesen Stellenwert in der Aknetherapie hat es unter anderem durch die
nachhaltige Beeinflussung mehrerer pathogenetischer Faktoren der Akne in Form einer
sebosuppressiven, komedolytischen, antiinflammatorischen und indirekt antimikrobiellen
Wirkung erhalten.
Die Sebumsuppression ist wahrscheinlich die herausragendste Eigenschaft, da sie unter
Isotretinoin weit ausgeprägter ist als beispielsweise unter Östrogenen oder Antiandrogenen.
Die Wirkung setzt innerhalb von zwei Wochen ein und ist dosisabhängig. Nach einer
therapeutischen Dosierung von 0,1 mg/kg KG resultiert eine 30 % ige, nach 0,5 mg/kg KG
eine 40 % ige Sebumsuppression. Mit einer Dosierung von 1,0 mg/kg KG läßt sich nach drei
Monaten eine nahezu vollständige Unterdrückung der Sebumproduktion beobachten. Eine
klinische Besserung ist dabei schon bei einer 30 % igen Sebumsuppression erkennbar. Dabei
finden sich nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Veränderungen. Die
Zusammensetzung des Sebums zeigt ein Absinken des Wachsesters- und Squalengehaltes
sowie eine Erhöhung des Cholesteringehaltes. Dies entspricht einem Muster von Hautlipiden,
welches vor Androgenstimulation, also in der Kindheit vorliegt 164.
Histologisch läßt sich eine Reduktion der Sebozytenzahl sowie eine Verkleinerung der
Talgdrüsenazini   erkennen 153.
Ebenfalls sehr ausgeprägt ist die komedolytische Wirkung des Isotretinoins. Dabei wird sehr
effektiv durch Eliminierung von überschüssigem Hornmaterial die Bildung von Komedonen
und Mikrokomedonen verhindert, sowie die Größe der Gesichtsporen vermindert.
Histologisch zeigt sich dies in einer Abnahme der Hornzellagen im Talgdrüsenfollikel von
normalerweise 30-60 auf 10-15 Zellagen. Die Reduktion des Sebums ist wiederum eine
wichtige Vorraussetzung für die Reduktion von P. acnes, welchem dadurch die nötigen
Wachstumsbedingungen entzogen werden.  Es resultiert eine verringerte mikrobielle
Besiedelung der Talgdrüseninfundibuli.
Sowohl In- vitro- als auch In-vivo- Studien bestätigen darüberhinaus die antiinflammatorische
Wirkung von Isotretinoin im Sinne eines direkten inhibierenden Effektes auf
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Entzündungszellen. Dies wird auch in der Behandlung anderer entzündlicher Dermatosen wie
Rosazea oder perioraler Dermatitis ausgenutzt, die  ebenfalls auf  Isotretinoin gut ansprechen.
Die antimikobielle Wirkung ist nicht in einer direkt bakteriziden oder bakteriostatischen
Wirkung zu finden, sondern  in einem veränderten Mikroklima in den Talgdrüsen sowie auf
der Haut, bedingt durch die starke Sebumsuppression. Der Abfall der Dichte der Besiedelung
durch P. acnes unter Isotretinointherapie setzt erst nach dem Beginn der Sebumsuppression
ein 99.
Im Gegensatz dazu kann es zu einer vermehrten Besiedelung der Haut  durch Staphylokokken
und damit auch zu Foll ikulitiden oder Furunkeln kommen.
Isotretinoin wird als Monotherapie über mehrere Wochen bis Monate in  Dosierungen von 0,2
bis 1,0 mg/kg  KG tägli ch gegeben.  Eine niedrigere Dosierung von  0,5 mg/kg KG oder
weniger ist dabei zu favorisieren.
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1.5      Zielsetzung
Im Rahmen  dieser Arbeit wurden 55 Aknepatienten, von denen 16 unbehandelt waren, 16
systemisch mit Isotretinoin, 6 kombiniert systemisch mit Isotretinoin und Lokaltherapeutika
und 17 kombiniert systemisch mit Minozyklin und Lokaltherapeutika behandelt wurden,
Komedonen entnommen und die darin enthaltenen Porphyrine extrahiert und mittels HPLC-
Analyse aufgetrennt. Es konnte der Nachweis von Porphyrinen in Komedonen in vivo
erbracht und das Verhältnis der einzelnen Porphyrinklassen zueinander in vivo bestimmt
werden. Durch die selektive Auswahl der Patienten und deren Unterteilung  in
Behandlungsgruppen ist es möglich, den Einfluß der systemischen Aknetherapeutika
Minozyklin und Isotretinoin auf die Porphyrinproduktion und  Porphyrinverteilung  zu
ermitteln.
Dies ist insbesondere deshalb von Interesse, da die Porphyrine am Entzündungsgeschehen im
Rahmen der Acne vulgaris eine wichtige Rolle spielen. Neuere Ansätze zur Aknetherapie mit
Blaulicht im Bereich von 407 - 420 nm, ein Wellenlängenbereich welcher im Absorptions-
spektrum der Porphyrine liegt, nutzen diese Erkenntnis erfolgreich.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Patientengut
55 Patienten mit Acne papulopustulosa  beziehungsweise  Acne conglobata,  im Alter
zwischen 13 und 37 Jahren (Median 20 Jahre) wurden untersucht. Darunter befanden sich 28
Frauen und 27 Männer. Keiner dieser Patienten litt an einer  systemischen Erkrankung.  Die
Patienten wurden mittels eines standardisierten Fragebogens evaluiert (siehe Anhang).
16 Patienten waren zum Zeitpunkt der Probenentnahme unbehandelt, das heißt weder lokale
noch systemische Aknetherapeutika waren angewendet worden. 16 Patienten erhielten seit
mindestens 2 Monaten Isotretinoin (Dosisintervall 10 - 40 mg pro Tag), 6 Patienten erhielten
seit mindestens 2 Monaten eine Kombinationstherapie mit Isotretinoin und lokaler Therapie
und 17 Patienten erhielten  Minozyklin peroral (Dosisintervall 50 - 100 mg pro Tag) und eine
Lokaltherapie. Als Lokaltherapie wurde  Benzoylperoxid verwendet.
2.1.2 Kulturmedien und Kulturbedingungen
Bei den Versuchen mit P. acnes -Kulturen wurde als Nährmedium Hirn-Herz-Infusionsagar
(Difco Manual. Dehydrated culture media and reagents for microbiology. Difco Laboratories
Detroit, USA) mit folgender Zusammensetzung (g/l) verwendet:
Kalbshirninfusion 200,0
Rinderherzinfusion 250,0
Proteose-Pepton     10,0
Glukose         2,0
Natriumchlorid         5,0
Dinatriumhydrogenphophat     2,5
Agar   15,0
Der Ausgangs-pH-Wert ist 7,4 ± 0,2.
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Zur Herstellung von nahezu anaeroben Verhältnisssen wurden Gas-Pak-Töpfe (Gas Pak 150
Anaerobiertöpfe der Firma BBL, Heidelberg) mit zugehörigem Entwicklerkit verwendet. Die
CO2 - Gasentwicklung läuft nach folgender Formel ab:
Natriumbikarbonat (3 NaHCO) + Zitronensäure (H3Ci)  ⇒  Na3Ci + 3 H2O + 3 CO2.
Durch Zusatz von Natriumborhydrid (NaBH4) entsteht Wasserstoff (H2). Dieser wiederum
reagiert mit Hilfe eines Palladiumkatalysators mit Sauerstoff zu Wasser:
2 H2 + O2  ⇒   2 H2O
2.1.3 Chromatographische Auftrennung der Porphyrine
Zur Auftrennung und Quantifizierung der Porphyrine wurde ein HPLC-System verwendet.
Dieses  besteht aus einem Eluentenfördersystem (Pumpe), einem Injektor, einer Säule und
einem Detektor sowie einer Auswerteeinheit. Das L-6200 Flüssigkeitschromatographmodell
(Merck-Hitachi, Darmstadt) wurde verwendet, das mit einem Modell F-1000
Spektrofluorimeter-Detektor ausgestattet ist. Als Systemkontroller und Datenprozessor diente
ein D-2500 Integratormodell.
2.2 Methoden
2.2.1 Extraktion und Wiegen der Komedonen
Nach gründlicher Desinfektion der Haut mit einem farblosem Hautdesinfiziens (Cutasept F,
Bode Chemie Hamburg)   wurden mehrere  Komedonen im Gesicht oder am Oberkörper mit
einer sterilen Nadel punktiert und mittels leichtem seitlichen Druck exprimiert. Zu einer
genauen quantitativen Bestimmung wurde eine Analysenwaage (Sarbrius AG Göttingen, BA
110 S, Deutschland)  benutzt. Die erzielte Menge betrug zwischen 0,5 mg und 17.2 mg
(Median 4,6 mg). Für die Anzüchtung von P. acnes auf Kulturen wurden nach ebenfalls
gründlicher Desinfektion der Haut mittels einer sterilen Nadel eine Pustel im Bereich des
Gesichtes oder des Oberkörpers punktiert.
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2.2.2 Anzüchtung
Bei der Anzüchtung von P. acnes aus Komedonen wurde das Material in einem Eppendorf-
Röhrchen mit isotoner NaCl-Lösung gespült bis alle sichtbaren Verunreinigungen beseitigt
waren und  anschliessend  im Mörser homogenisiert. Aus diesem Gemisch wurde mit einer
sterilen Öse etwas Material entnommen und mittels fraktioniertem Ausstrich auf die - mit
gegossenem Nährmedium (Hirn-Herz-Infusionsagar) gefüllten - Petri-Schalen überimpft.
Bei der Anzüchtung von P. acnes aus Pusteln wurde der Inhalt der Pustel  mit einer sterilen
Öse aufgenommen und ebenfalls mittels fraktioniertem Ausstrich auf den oben beschriebenen
Nährböden aufgebracht. Die Platten wurden für 5 Tage anaerob in Gas Pak 150
Anaerobiertöpfen bei 37 ° C inkubiert.
2.2.3 Porphyrinextraktion
Die Komedonen wurden in einem Eppendorf-Röhrchen zweimal mit jeweils 1 ml isotoner
NaCl-Lösung gespült und auf Filterpapier getrocknet. Anschliessend wurden sie mit 2 ml
isotoner NaCl-Lösung im Mörser homogenisiert. Aus diesem Gemisch wurde jeweils 1 ml
entnommen und  in ein Eppendorf-Röhrchen übertragen. Der Mörser wurde mit 1ml isotoner
NaCl-Lösung  nachgespült, jeweils 0,5 ml wurden auf die beiden Eppendorf-Röhrchen verteilt
und für 3 min bei 2500 r.p.m. zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. In Röhrchen 1
wurde 50 µl Celite® (Fluka, Paesel, Frankfurt; in 5%iger Suspension mit isotoner NaCl-
Lösung), ein Filterhil fsmittel, bestehend aus Kieselgur verschiedener Korngrößen und 250 µl
Äthylazetat : Essigsäure (4 : 1) zugegeben. Diese Mischung wurde für 10 Sekunden auf einem
Vortexmixer gemischt und für 90 Sekunden mit 1500 r.p.m. zentrifugiert. Der Überstand
wurde mittels Pipette in Röhrchen 2 übertragen, nochmals für 10 Sekunden auf dem
Vortexmixer gemischt und für 90 Sekunden mit 1500 r.p.m. zentrifugiert. Der Überstand
wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen übertragen.  Anschliessend wurden 250 µl  1,4 N
HCl zugefügt. Die Lösung wurde für 10 Sekunden  auf dem Vortexmixer gemischt und es
wurden  300 µl der unteren Phase mittels Pipette in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt
und mittels HPLC-Analyse weiter verarbeitet.
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2.2.4   Festphasensäulenkonditionierung
- 1 ml Festphasen-Extraktions-Säule (100 mg) C-18 e (Separtis GmbH, Grenzach-Wyhlen)
- mit 3 × 1ml Azeton/MeOH (1/1, v/v) aktivieren und
- 3 × 1ml 1,3 M Phoshorsäure aufbringen
2)   Probenvorbereitung
- 2 ng Mesoporphyrin (in 20 µl 50 mM Methanol. Tetrabutylammoniumphosphat-Lösung
- TBA-PO4, Fluka, Buchs, CH) als internen Standard zu  300µl Piomelli-Porphyrin-Extrakt
geben
- 0,75 ml 1,3 M H3PO4 zugeben und
- 20 Sekunden vortexen
3)   Festphasen-Extraktion
- Probe auf die Festphasen-Extraktions-Säule aufgeben
- mit  5 × 1 ml Wasser waschen
- 15 Sekunden trockensaugen
- mit 0,8 ml Azeton/MeOH (1/1, v/v)/1% Triethylamin eluieren
- Extrakt am Trockenabdampfgerät unter Stickstoff (N2) abblasen
- Rückstand in 100 µl 50 mM Methanol. TBP-PO4 aufnehmen
4) HPLC-Analyse
Das Injektions-Volumen beträgt 50µl. Darin enthalten sind 1,0 ng Mesoporphyrin aus dem
Standard.
- Probe auftragen
- HPLC-Anlage starten und das Trennverfahren beginnen
- Qualitative und quantitative Analyse der Ergebnisse des Auswertesystems
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2.2.5 Gradientensysteme
Zur vollständigen Auftrennung und Eluierung  aller Porphyrine und Isomere mußten zwei
Ionenpaar-HPLC-Gradientensysteme  verwendet werden. Der Gradient 1  trennt  nur
Koproporphyrin I/III , jedoch keine polaren Porphyrine (Uro- bis Pentacarboxyporphyrin),
wohingegen beim Gradienten 2 alle Isomere I/III getrennt werden, jedoch Protoporphyrin
nicht mehr eluiert wird.
 2.2.6 Datenverarbeitung
Alle Daten wurden auf einem MEDION-Computer eingegeben und mittels SPSS Statistik-
programm (SPSS- GmbH, München,Version 10.0) ausgewertet.
Der Zusammenhang zwischen Porphyrinkonzentration und jeweil iger Therapie wurde mittels
Mann-Whitney-U-Test, einem nicht-parametrischen Test für unverbundene Stichproben
überprüft.
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3. Ergebnisse
3.1 In-vivo- Porphyrinproduktion von Propionibacterium acnes
In allen Patientenproben ergab sich Korproporpyhrin III als größte Porphyrinfraktion. Als
zweitgrößte Porphyrinfraktion mit weitaus niedrigeren Werten erwies sich  Koproporphyrin I.
Protoporphyrine waren nur in wenigen Fällen in geringen Mengen nachzuweisen,  polare
Porphyrine wurden In-vivo- Messung nicht  nachgewiesen. Diese  Relation der Porphyrine
zueinander war in allen Therapiegruppen stabil.
Die Tabellen 1 - 4 zeigen die Ergebnisse der Messungen in Abhängigkeit der jeweiligen
Therapiegruppe sowie die eingesetzte Trockenmenge der Komedonen und die prozentuale
Wiederfindungsrate des internen Standards Mesoporphyrin bei der HPLC-Analyse.  In den
Abbildungen 5 - 7 sind die Meßergebnisse für die jeweil igen Therapiegruppen in
Säulendiagrammen dargestellt. Daraus ist ersichtlich, daß die Porphyrinwerte selbst bei
unbehandelten Patienten starken interindividuellen Schwankungen unterliegen. Zudem lassen
sich bei der Gruppe der systemisch mit Isotretinoin behandelten Patienten deutlich niedrigere
Koproporphyrin-III- Werte als bei allen anderen Behandlungsgruppen nachweisen.
Koproporphyrin-I war in geringen Mengen bei fast allen Patienten in jeder
Behandlungsgruppen nachweisbar. Protoporphyrin dagegen war nur bei ungefähr einem
Drittel der Patienten in sehr geringen Mengen, teilweise nur knapp oberhalb der
Nachweisgrenze, meßbar.
Abbildung 9 stellt die Mediane der unterschiedlichen Therapiegruppen sowohl für
Koproporphyrin I als auch für Koproporphyrin III dar. Die Protoporphyrinwerte fanden in
dieser Darstellung keinen Eingang, da die Mediane hierfür unabhängig von der Art der
Therapie konstant bei Null lagen.
Aus Abbildung 9 ist ersichtlich, daß im Vergleich zur Kontrollgruppe der unbehandelten
Patienten bei den systemisch mit Isotretinoin behandelten Patienten die Koproporphyrin-III-
Werte deutlich niedriger liegen, wohingegen die Gruppe der kombiniert systemisch mit
Isotretinoin und lokal behandelten, sowie die kombiniert mit Antibiotika und Lokaltherapie
behandelten Patienten höhere Werte sowohl von Koproporphyrin III , als auch von
Koproporpyhrin I aufweisen.  Die Mediane der Protoporphyrine waren in allen vier
Patientengruppen gleich Null.
Unterstützend führten wir bei neun Patienten mit systemischer Isotretinointherapie
Wiederholungsmessungen im Abstand von 1 bis 3 Monaten durch. Tabelle 5 gibt die
Koproporphyrin-III- Werte wieder, in Abbildung 11 sind diese graphisch dargestellt. Es zeigt
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sich hierbei bei zwei Drittel der Patienten ein deutlicher Rückgang, bei einem Drittel ein
leichter bis mäßiger Anstieg der Koproporphyrin-III- Werte.
Wiederholungsmessungen wurden auch für Patienten mit systemischer Antibiotika- und
Lokaltherapie durchgeführt (Tabelle 6). Aus der graphischen Aufbereitung der Meßwerte
(Abbildung 12) kann man weder bei den Kopropophyrin-III- noch bei  den Koproporphyrin-I-
Werten einen Rückgang erkennen, trotz klinischer Besserung des Hautbefundes bei diesen
Patienten. Allerdings ist hier die Fallzahl mit drei Patienten zu niedrig, um valide Aussagen
zu treffen.
3.2 Porphyrinpoduktion von P. acnes nach 7 und 14 tägiger Bebrütung
Da Romiti in seiner Arbeit über die In-vitro Porphyrinproduktion von P. acnes  im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen als größte Porphyrinfraktion Protoporphyrin IX herausstellte 164,
führten wir diese Versuche noch einmal durch. Dafür wurden  P. acnes -Kulturen entweder
aus Komedonen oder aus Pusteln angelegt und diese nach  7 und 14 Tagen auf ihren
Porphyringehalt nach der modifizierten Piomell i-Methode untersucht. Die Meßergebnisse für
das Ausgangsmaterial Komedonen sind in Tabelle 7 aufgeführt, für das Ausgangsmaterial
Pusteln in Tabelle 9. Die jeweils größte Porphyrinfraktion pro Messung ist fett gedruckt. In
Abbildung 13 sind die Meßwerte für Koproporphyrin III nach 7- und 14- tägiger Bebrütung
aufgetragen. Bei sechs  Proben läßt sich  ein Zuwachs der Koproporphyrin-III- Produktion
erkennen, bei 5 Proben nimmt die Koproporphyrin-III- Produktion ab. Abbildung 14 zeigt die
Meßwerte von Protoporphyrin ebenfalls nach 7- und 14-tägiger Kultur. Bei zwei Patienten
waren weder nach 7 noch nach 14 Tagen Protoporphyrine nachweisbar.  Bei weiteren zwei
Proben waren Protoporphyrine, in einem Fall sogar in großen Mengen, nach 7 Tagen
vorhanden, nach 14 Tagen aber nicht mehr nachweisbar.  Bei vier Patienten konnte nach 14
Tagen eine höhere Protoporphyrinmenge als nach 7-tägiger Kultur nachgewiesen werden und
bei zwei Patienten zeigte sich eine Reduktion der Protoporphyrinwerte.
Um diese Werte mit den in vivo erzielten Werten zu vergleichen, fertigten wir von 11
Patienten Porphyrinbestimmungen sowohl direkt aus dem Komedonenmaterial als auch
indirekt nach kultureller Anzüchtung von P. acnes an. Die Ergebnisse können aus Tabelle 8
entnommen werden. Wiederum ist die jeweils größte Porphyrinfraktion je Messung fett
gedruckt. Da die Einheiten der nativen Meßwerte und der Meßwerte aus Kulturen differieren
(ng/mg bei nativer Bestimmung, ng/109 bei der Bestimmung aus Kulturen) ist ein direkter
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Vergleich zwar nur eingeschränkt möglich, allerdings sind die absoluten Werte in diesem
Zusammenhang auch nicht entscheidend. Wichtig war die Relation der einzelnen Porphyrine
zueinander und inwieweit sich diese bei kultureller Anzüchtung unterscheidet
beziehungsweise ändert. Bei diesen Messungen konnten wir zum ersten Mal in vier Proben
bei der Porphyrinbestimmung aus Kulturen Uroporphyrin I nachweisen, in einem Fall war
dies auch die größte Porphyrinfraktion. In Abbildung 15 sind diese Werte  für die native
Koproporphyrin-III- Bestimmung  und nach 7 tägiger Bebrütung der Kultur graphisch
dargestellt. Erkennbar ist, daß die Koproporphyrin-III- Werte nativ bei 8 von 11
Patientenproben höher liegen als nach 7-tägiger Kultur. Auch nach 14-tägiger Bebrütung der
Kulturen findet sich diese Relation bestätigt (Abbildung 16). Das gegenteili ge Bild spiegelt
sich in den vergleichenden Meßwerten von nativer Protoporphyrinbestimmung und
Porphyrinextraktion aus Bakterienkulturen. Nach 7-tägiger Kultur lassen sich bei 8
Patientenproben Protoporphyrine nachweisen, bei denen dies nativ nicht gelang. Bei nur
einem Patienten konnte in vivo Protoporphyrin in geringen Mengen, in vitro nicht mehr
nachgewiesen werden. Bei zwei Patienten konnten weder in vivo noch in vitro
Protoporphyrine nachgewiesen werden (Abbildung17). Nach weiteren 7 Tagen konnte in 7
Proben Protoporphyrin nachgewiesen werden. Bei einer nach 7 Tagen Kultur-positiven Probe
ließ sich nun kein Protoporphyrin mehr detektieren, bei der einen in vivo positiven Probe
konnte nun auch in vitro Protoporphyrin gemessen werden.
Zusätzlich wurden auch Kulturen aus Pustelmaterial angefertigt und nach 7 und 14 Tagen eine
Porphyrinbestimmung durchgeführt. Tabelle 9 gibt über die Meßergebnisse Auskunft.
Koproporphyrin III war auch bei diesen Versuchen bis auf eine Ausnahme die größte
Porphyrinfraktion, nur einmal stellte diese Koproporphyrin I dar. Bei zwei Patienten konnte
Uroporphyrin I nachgewiesen werden. Protoporphyrine waren nicht in größerem Umfang
meßbar.
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                Tabelle 1: Meßwerte für unbehandelte Patienten
Patient Komedonen
Trockengewicht
mg
Koproporpyrin I
ng/mg
Koproporphyrin III
ng/mg
Protoporpyhrin
ng/mg
% WF
Mesoporphyrin
1 5,6 0,027 0,068 n.n.* 82
2 5,6 0,023 0,304 0,007 95
3 3,4 0,012 0,112 0,024 100
4 4,1 0,003 0,087 n.n.* 96
5 2,1 0,014 0,152 0,014 97
6 1,5 0,02 0,153 0,047 89
7 1,8 0,006 0,083 0,044 92
8 2,1 0,005 0,076 0,005 93
9 3,6 0,011 0,119 n.n.* 100
10 1,2 n.n.* 0,017 n.n.* 90
11 10,1 0,015 0,128 n.n.* 87
12 1,8 0,006 0,05 n.n.* 101
13 4,6 0,007 0,202 n.n.* 103
14 1,6 0,006 0,075 n.n.* 111
15 6,2 0,01 0,152 n.n.* 110
16 2,6 0,012 0,123 n.n.* 127
               * : nicht nachweisbar, das heißt der Meßwert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
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Abbildung 5: Porphyrinwerte  unbehandelter Patienten
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              Tabelle 2: Meßwerte Patienten mit systemischer Isotretinointherapie
Patient Komedonen
Trockengewicht
mg
Koproporphyrin I
ng/mg
Koproporphyrin III
ng/mg
Protoporphyrin
ng/mg
% WF
Mesoporphyrin
1 16,6 0,014 0,264 n.n.* 94
2 5,3 n.n.* n.n.* n.n.* 92
3 5,3 0,004 0,072 0,002 86
4 17,2 0,012 0,014 0,006 91
5 10,5 0,022 0,312 0,004 100
6 6,7 0,003 0,002 0,01 96
7 9,6 0,003 0,007 n.n.* 97
8 10,9 0,005 0,041 0,015 98
9 13,4 0,002 0,013 0,002 99
10 4,2 n.n.* 0,012 n.n.* 99
11 5,7 0,007 0,11 n.n.* 98
12 5,2 0,004 0,054 n.n.* 97
13 10,3 0,011 0,1 0,004 99
14 1,3 n.n.* 0,015 n.n.* 97
15 2,7 0,004 0,048 n.n.* 95
16 2,6 0,004 0,058 n.n.* 99
             * : nicht nachweisbar, das heißt der Meßwert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
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Abbildung 6: Porphyrinwerte von Patienten mit systemischer Isotretinointherapie
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Patient
ng
/m
g
Koproporphyrin I
Koproporphyrin III
Protoporphyrin
33
             Tabelle 3: Patienten mit kombiniert systemischer Isotretinointherapie und Lokaltherapie
Patient Komedonen
Trockengewicht
mg
Koproporphyrin I
ng/mg
Koproporphyrin III
ng/mg
Protoporphyrin
ng/mg
% WF
Mesoporphyrin
1 9,0 0,001 0,07 n.n.* 100
2 5,3 0,008 0,119 n.n.* 90
3 10,0 0,002 0,005 0,001 96
4 4,6 0,002 0,067 n.n.* 94
5 5,3 0,017 0,221 n.n.* 96
6 5,3 0,015 0,189 n.n.* 113
             * : nicht nachweisbar, das heißt der Meßwert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
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Abbildung 7: Porpyhrinwerte von Patienten mit kombiniert systemischer Isotretinointherapie und 
lokaler Therapie
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Tabelle 4: Patienten mit kombiniert systemischer Antibiotikatherapie und Lokaltherapie
Patient Komedonen
Trockengewicht mg
Koproporphyrin I
ng/mg
Koproporphyrin III
ng/mg
Protoporphyrin
ng/mg
% WF
Mesoporphyrin
1 1,6 0,019 0,186 n.n.* 93
2 3,2 0,003 0,019 n.n.* 74
3 5,5 0,011 0,233 n.n.* 99
4 13,6 0,022 0,419 0,003 100
5 12,6 0,003 0,07 0,002 91
6 3,1 0,02 0,515 0,01 94
7 6,2 0,007 0,095 n.n.* 93
8 3,2 0,018 0,08 n.n.* 84
9 1,4 0,007 0,086 n.n.* ???
10 10,1 0,015 0,128 n.n.* 100
11 2,9 0,004 0,055 n.n.* 93
12 3,8 0,003 0,063 n.n.* 100
13 0,9 0,011 0,256 0,011 96
14 6,9 0,009 0,1 n.n.* 102
15 3,3 0,006 0,035 n.n.* 84
16 5,5 0,007 0,146 n.n.* 81
17 0,5 n.n.* 0,04 n.n.* 97
          * : nicht nachweisbar, der Meßwert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
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Abbildung 8: Porphyrinwerte von Patienten mit kombiniert systemischer Antibiotikatherapie und 
lokaler Therapie
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Patient
ng
/m
g
Koproporphyrin I
Koproporphyrin III
Protoporphyrin
37
Abbildung 9: Mediane unbehandelter und systemisch behandelter Patienten
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Tabelle 5: Wiederholungsmeßwerte für Patienten mit Isotretinointherapie
Patient Koproporphyrin III
1. Messung
ng/mg
Koproporphyrin III
letzte Messung
ng/mg
1 0,07 0,074
2 0,352 0,014
3 0,42 0,002
4 0,097 0,007
5 0,082 0,012
6 0,15 0,276
7 0,24 0,054
8 0,155 0,221
9 0,295 0,189
Tabelle 6: Wiederholungsmeßwerte für Patienten mit kombiniert systemischer Antibiotikatherapie und Lokaltherapie
Patient Koproporphyrin III
1. Messung
ng/mg
Koproporphyrin III
letzte Messung
ng/mg
1 0,019 0,05
2 0,07 0,043
3 0,086 0,138
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Abbildung 10:  Wiederholungsmessungen bei Isotretinointherapie
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Abbildung 11: Wiederholungsmessungen bei Patienten mit kombiniert systemischer 
Antibiotikatherapie und Lokaltherapie
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Abbildung 12: Vergleich von in vitro  gewonnenen Kopropo rphyrin-III-Werten nach 7 und 14 Tagen
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              Tabelle 7: Porphyr inbestimmung aus Bakter ienkulturen, Mater ial Komedo
Patient                        Kultur 7 Tage ng/109
Kopro I       Kopro III         Proto                Uro I
                          Kultur 14 Tage ng/109
 Kopro I        Kopro III       Proto             Uro I
1 n.n.* 0,03 n.n.* n.n.* n.n.* 0,15 0,65 n.n.*
2 n.n.* 0,01 0,1 n.n.* n.n.* 0,01 0,18 n.n.*
3 n.n.* 0,08 0,025 0,655 n.n.* 0,03 0,06 n.n.*
4 n.n.* 0,25 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
5 0,025 0,29 1,385 0,12 0,01 0,175 n.n.* n.n.*
6 0,04 1,56 0,02 0,65 0,03 0,18 0,15 n.n.*
7 n.n.* 0,01 0,06 n.n.* n.n.* 0,08 0,05 n.n.*
8 0,02 0,04 0,15 n.n.* n.n.* 0,08 n.n.* n.n.*
9 n.n.* 0,02 0,02 n.n.* n.n.* 0,06 0,01 n.n.*
10 n.n.* 0,12 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
11 0,04 0,15 0,07 n.n.* 0,05 0,38 0,55 0,08
             * : nicht nachweisbar, der Meßwert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
             Kopro I:  Koproporphyrin I;  Kopro III:  Koproporphyrin III;  Proto:  Protoporpyhrin;  Uro I:  Uroporphyrin I
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Abbildung 13: Vergleich von in vitro  gewonnenen Protopo rphyrinwerten nach 7 und 14 Tagen
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              Tabelle 8: In-vitro-Porphyrinbestimmung aus Bakter ienkulturen (Mater ial Komedo) im Vergleich zur gleichzeit igen
              In-vivo-Nativbestimmung
Patient             nativ ng/mg
Kopro I  Kopro III Proto
            Kultur 7 Tage ng/109
Kopro I     Kopro III Proto       Uro I
          Kultur 14 Tage ng/109
Kopro I  Kopro III Proto      Uro I
1 0,011 0,1 0,004 n.n.* 0,03 n.n.* n.n.* n.n.* 0,15 0,65 n.n.*
2 0,004 0,074 n.n.* n.n.* 0,01 0,1 n.n.* n.n.* 0,01 0,18 n.n.*
3 0,009 0,1 n.n.* n.n.* 0,08 0,025 0,655 n.n.* 0,03 0,06 n.n.*
4 0,013 0,138 n.n.* n.n.* 0,25 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
5 0,004 0,27 n.n.* 0,025 0,29 1,385 0,12 0,01 0,175 n.n.* n.n.*
6 0,009 0,146 n.n.* 0,04 1,56 0,02 0,65 0,03 0,18 0,15 n.n.*
7 0,013 0,259 n.n.* n.n.* 0,01 0,06 n.n.* n.n.* 0,08 0,05 n.n.*
8 0,006 0,111 n.n.* 0,02 0,04 0,15 n.n.* n.n.* 0,08 n.n.* n.n.*
9 0,01 0,152 n.n.* n.n.* 0,02 0,02 n.n.* n.n.* 0,06 0,01 n.n.*
10 0,01 0,147 n.n.* n.n.* 0,12 n.n.* n.n.* n.n.* 0,02 n.n.* n.n.*
11 0,071 0,358 n.n.* 0,04 0,15 0,07 n.n.* 0,05 0,38 0,55 0,08
             * : nicht nachweisbar, der Meßwert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
             Kopro I:  Koproporphyrin I;  Kopro III:  Koproporphyrin III;  Proto:  Protoporpyhrin;  Uro I: Uroporphyrin I
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Abbildung 14: Vergleich von in vivo  und in vitro gewonnenen  Kopropo rphyrin-III-Werten nach 7 
tägiger Kultur
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Abbildung 15: Vergleich von in vivo  und in vitro gewonnenen Kopropo rphyrin-III-Werten bei 14 
tägiger Kultur
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Abbildung 16: Vergleich von in vivo  und in vitro  gewonnenen Protopo rphyrin-Werten nach 7 
tägiger Kultur
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Abbildung 17: Vergleich von in vivo  und in vitro  gewonnenen Protopo rphyrin-Werten nach 14 
tägiger Kultur
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Tabelle 9: Porphyrinbestimmung aus Bakter ienkulturen, Mater ial Pustel
Patient                  Kultur 7 Tage
Kopro I  Kopro III  Proto      Uro I
                 Kultur 14 Tage
 Kopro I     Kopro III  Proto     Uro I
1 0,05 0,34 n.n.* 0,18 0,01 0,12 n.n.* n.n.*
2 n.n.* 0,18 0,1 n.n.* 0,01 0,12 0,05 n.n.*
3 n.n.* 0,02 n.n.* n.n.* n.n.* 0,03 n.n.*
4 0,08 n.n.* n.n.* n.n.* n.n.* 0,16 n.n.* 0,05
* : nicht nachweisbar, der Meßwert lag unter einer Nachweisgrenze von 0,01 ng
Kopro I:  Koproporphyrin I;  Kopro III:  Koproporphyrin III;  Proto:  Protoporpyhrin;  Uro I:  Uroporphyrin I
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4. Diskussion
Die Rolle von P. acnes in der Pathogenese der Akne ist bisher trotz zahlreicher Studien und
einer Vielzahl an Literatur noch nicht hinlänglich geklärt. Eine zentrale Frage lautet hierbei,
in welcher Form P. acnes an den im Rahmen der Akne stattfindenden Entündungsvorgängen
beteiligt ist. Lange Zeit wurde hierfür vor allem die Produktion von Lipase durch P. acnes
und die damit einhergehende Generierung von freien Fettsäuren aus Triglyzeriden
verantwortlich gemacht. Anscheinend spielen aber auch andere Faktoren eine wichtige Rolle,
so zum Beispiel eine Komplementaktivierung,  vor allem auf dem alternativen Reaktionsweg
und damit eine Neutrophilen - Chemotaxis durch P. acnes 188, 189. Auch eine  zelluläre
Immunität gegenüber P. acnes könnte an Entzündungsreaktionen beteiligt sein 161. Abgesehen
von diesen immunologischen Faktoren werden immer mehr  Stoffwechselprodukte von P.
acnes wie Porphyrine  diskutiert.
Diese farbigen Verbindungen, die für die charakteristische orangefarbene Follikelfluoreszenz
im Gesicht verantwortlich zeichnen, werden in den Bakterien intrazellulär gespeichert. In-
vitro- Untersuchungen  an Bakterienkulturen ergaben sowohl quantitativ als auch qualitativ
unterschiedliche Werte bezüglich der Porphyrinproduktion und ihrer Abgabe an die
Umgebung, auch in Abhängigkeit der einzelnen P.-acnes-Stämme und der
Kulturbedingungen. Vor allem bei entzündlichen Akneläsionen konnte eine vermehrte
Abgabe von Porphyrinen an das umgebende Gewebe nachgewiesen werden 85. Diese könnten
dort eine Entzündungsreaktion auslösen oder mit unterhalten.
Zur Differenzierung der einzelnen Porphyrinklassen werden leistungsfähige Trennverfahren
wie die Dünnschichtchromatographie oder die HPLC-Methode verwendet. Der Hauptvorteil
der HPLC-Analyse gegenüber planaren chromatographischen Trennverfahren ist die
Möglichkeit der Isomerentrennung von Porphyrinen .
Ebenfalls sehr vorteilhaft bei diesem Verfahren ist, daß durch die Säulentechnik die sehr
empfindlichen Porphyrine Licht- und Sauerstoff geschützt sind. Somit können ohne Verluste
auch geringe Mengen an Porphyrinen analysiert werden.
Die Porphyrinwerte zeigten bei den Patienten quantitativ starke individuelle Schwankungen.
Jedoch konnte bei allen Patienten unabhängig von der Art der Therapie Koproporphyrin III
als größte Porphyrinfraktion nachgewiesen werden, gefolgt von weit niedrigeren Werten an
Koproporphyrin I und Protoporphyrin. Polare Porphyrine wie Uroporphyrin konnten bei den
In-vivo-Bestimmungen nicht nachgewiesen werden. In früheren In-vitro-Untersuchungen
stellte meist ebenfalls Koproporphyrin III die größte Porphyrinfraktion, gefolgt von
Koproporphyrin I und Protoporphyrin dar 40, 43, 111, 95, 118,  in wenigen Untersuchungen konnte
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Protoporpyhrin als die größte Porphyrinfraktion vor Kopropoprhyrin III ermittelt werden 84,
162.  Uroporphyrine konnten nur in zwei Untersuchungen nachgewiesen werden 118, 162.
Vergleicht man die Mediane von Koproporphyrin III der einzelnen Therapiegruppen, so fällt
auf, daß die mit Isotretinoin behandelten Patienten deutlich niedrigere Koproporphyrin-III-
Werte aufweisen. Dies erklärt sich aus der Wirkungsweise des Isotretinoins und korreliert
auch mit dem klinischen Befund. Durch die starke Sebumsuppression wird P. acnes der
Nährboden entzogen und es kommt zu einer Reduktion der Bakteriendichte, was wiederum
die niedrigen Porphyrinwerte erklärt. Bei der statistischen Analyse mit dem Mann-Whitney-U
Test für unverbundene Stichproben waren diese Unterschiede aufgrund der starken
Schwankungen der Porphyrinmengen nicht signifikant (Kruskal-Wall is-Test, p=0,119).  Im
Gegensatz dazu konnte bei den Patienten mit einer kombinierten systemischen
Isotretinointherapie und Lokaltherapie mit Benzoylperoxid beziehungsweise Benzoylperoxid
und einem topischen Retinoid keine Abnahme, sondern eine geringfügige Erhöhung der
Koproporphyrin-III- Werte gemessen werden.
Um diese Meßergebnisse erklären zu können, muß das Patientenkollektiv, welches
kombinierte systemische und lokale Therapie erhielt, näher beleuchtet werden.  Dabei fällt
auf, daß diese Patienten im Gegensatz zu den nur mit Isotretinoin behandelten Patienten einen
deutlich schlechteren Hautbefund im Sinne einer  vermehrten Komedogenesis und
gesteigerten Entzündungsaktivität und auch ein verzögertes Ansprechen auf Isotretinoin
zeigten.
So läßt sich zusammenfassen, daß Patienten, welche gut auf Isotretinoin ansprachen, auch
keine zusätzliche Lokaltherapie mehr erhielten, wohingegen  Patienten, die nur langsam auf
Isotretinoin ansprachen, unterstützend eine Lokaltherapie mit Benzoylperoxid oder topischen
Retinoiden durchführten. Insofern korreliert der klinische Befund hier ebenso wie bei den nur
systemisch mit Isotretinoin behandelten Patienten  mit den gemessenen Porphyrinwerten.
Bei den mit Minozyklin und Lokaltherapeutika behandelten Patienten konnte ebenfalls eine
Zunahme der Koproporphyrin-III- Werte beobachtet werden. Martin et al. wiesen nach
Tetrazyklintherapie einen Rückgang der Besiedelungsdichte durch P. acnes sowie einen
Rückgang der Follikelfluoreszenz nach 108. Demnach müßten die Porphyrinwerte unter einer
ausreichenden antibiotischen Therapie absinken. Das dies nicht der Fall i st, kann mehrere
Ursachen haben. Ein wichtiger Faktor ist die Resistenzentwicklung auf oral applizierte
Antibiotika, die bei Minozyklin seltener als bei anderen in der Aknetherapie verwendeten
Substanzen wie beispielsweise Erythromyzin vorkommt.
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Von 17 der mit Minozyklin und Lokaltherapie behandelten Patienten konnte bei 11 Patienten
eine klinische Besserung des Hautbefundes festgestellt werden. Bei den restlichen 6 Patienten
zeigte sich dagegen keine Änderung des Hautbefundes im Sinne einer geringeren
Entzündungsaktivität. Die Tatsache, daß bei 11 Patienten trotz fehlendem Rückgang der
Porphyrinwerte eine klinische Besserung unter Minozyklin eingetreten ist,  demnach also
entweder eine Anhebung der P. acnes - Dichte oder eine vermehrte Porphyrinproduktion von
P. acnes eingetreten ist, spricht dafür, daß  der therapeutische Nutzen der Tetrazykline nicht
in deren antimikrobiellen Eigenschaften zu suchen ist, sondern vielmehr in ihrer
antiinflammatorischen Wirkung, beispielsweise durch die Hemmung von Lipasen,  liegt.
Bei In-vitro-Untersuchungen zeigte sich, daß die nativen, also direkt aus Komedonen
extrahierten Koproporphyrin-III- Werte höher liegen als unter Kulturbedingungen gemessen
werden konnte. Konträr dazu lagen die in vivo gemessenen Protoporphyrinwerte meist im
nicht nachweisbaren Bereich. Nach kultureller Bebrütung ließ sich ein Anstieg der
Protoporphyrine erkennen. Dieses Phänomen der Umwandlung von Koproporphyrin III unter
kulturellen, auch anaeroben Bedingungen, in Protoporphyrin-IX ist in der Literatur bekannt 36.
Porphyrine sind nicht nur bezüglich der Pathogenese der Akne ein interessantes Gebiet,
sondern bieten auch hinsichtlich neuerer Therapiemöglichkeiten weitere Möglichkeiten. Die
therapeutische Umsetzung der zytotoxischen Effekte der Porphyrine unter Lichteinstrahlung
sind aus der Tumortherapie mittels photodynamischer Therapie bekannt. Der
lichtsensibil isierende Effekt der Porphyrine am Menschen wurde erstmals 1913 durch Meyer-
Betz entdeckt, der sich im Eigenexperiment intravenös Hämatoporphyrin zuführte und durch
nachfolgende Sonnenbestrahlung schwere Erytheme und Ödeme an lichtexponierten
Körperstellen zuzog 7. Nach Lichtabsorption erfolgt über sauerstoffabhängige Energie-
Transferprozesse die Bildung von Singulett-Sauerstoff. Dieses hochreaktive Zwischenprodukt
führt zu irreversibler Oxidierung von essentiellen Zellkomponenten und kann so zu
Gewebeschädigung und Zelltod führen. Somit wirken Porphyrine als endogene
Photosensibilisatoren. Durch UV-Bestrahlung von Aknepatienten wurden  keine oder nur
sehr schwach ausgeprägte Verbesserungen  124 beziehungsweise sogar eine Verschlechterung
des Hautbefundes, hauptsächlich als Zunahme der Komedogenese 125, nachgewiesen. Dem
gegenüber stehen Untersuchungen von Meffert et al. und Lassus, die eine deutliche Besserung
der Akne unter UV-Therapie feststellten 93, 113, 114. Das Problem bei dieser Therapie liegt in
dem großen Spektrum an Nebenwirkungen wie vorzeitige Hautalterung und Karzinogenesis.
Die photoinduzierte Inaktivierung von P. acnes ohne Zusatz von exogenen
Photosensibilisatoren durch Bestrahlung mit Blaulicht konnte durch Kjeldstad und Johnson
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sowie durch Meffert demonstriert werden 83, 112. König und Mitarbeiter wiesen diesen Effekt
auch bei Bestrahlung mit Rotlicht nach 89. Sigurdsson et al. konnten eine Verringerung der
Porphyrinproduktion von P. acnes unter sichtbarem Licht im violetten und grünen Bereich
nachweisen. Eine klinische Besserung wurde vor allem bei entzündlichen Akneeffloreszenzen
festgestellt, weniger bei der Anzahl und Neubildung von Komedonen 170. Meffert et al.
konnten unter Verwendung eines Hochdruckstrahlers vom Blaulichttyp eine Verminderung
sowohl des Akne- als auch des Seborrhoe-Schweregrades zeigen. Die Koproporphyrin-III-
Werte nach Lichttherapie waren vermindert. Zudem konnte ein direkter Zusammenhang
zwischen dem Koproporphyin-III- Gehalt von Komedonen und dem Schweregrad der Akne
nachgewiesen werden 115.
Diesen und unseren eigenen Ergebnissen zufolge ist eine Lichttherapie der Akne mit
sichtbarem Licht, auch in Kombination mit Lokaltherapeutika eine möglicherweise effektive
und nebenwirkungsarme Alternative zu einer medikamentösen Aknetherapie.
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5. Zusammenfassung
Acne vulgaris ist eine sehr häufige Hauterkrankung, die bevorzugt während der Pubertät
auftritt. Die Pathogenese dieser Erkrankung ist multifaktoriell und  nicht restlos aufgeklärt.
Ein pathogenetischer Faktor bei der Entstehung der Akne ist P. acnes, ein grampositives,
anaerobes beziehungsweise mikroarerophiles Bakterium, welches in den tiefen Abschnitten
des Talgdrüsenfollikels angesiedelt ist. Bisher sind verschiedene Stoffwechselprodukte dieses
Bakteriums nachgewiesen worden, von denen einige an Komedogenese und
Entzündungsreaktionen beteili gt sind.
Die orangefarbene Fluoreszenz, die vor allem an Follikelöffnungen im Gesicht zu beobachten
ist, konnte auf die Porphyrinproduktion von P. acnes zurückgeführt werden. Unter
ausreichender Aknetherapie konnte eine Reduktion der Besiedelungsdichte von P. acnes
sowie ein Rückgang der Fluoreszenz nachgewiesen werden.
Antibiotika werden in der Aknetherapie vor allem bei stark entzündlichen Akneformen
eingesetzt. Ihr Effekt ist meist nur von vorübergehender Dauer. Zudem erschweren die immer
häufiger auftretenden resistenten P. acnes-Stämme die Therapie.
Isotretinoin ist, systemisch appliziert, das wirksamste Aknetherapeutikum. Es verändert durch
seinen stark ausgeprägten sebumsuppressiven Effekt das Mikroklima von P. acnes und
reduziert so die Bakteriendichte.
Zielsetzung dieser Arbeit war die In-vivo-Bestimmung von Porphyrinen aus P. acnes und der
Nachweis von Änderungen der Porphyrinmenge und Porphyrinfraktionen unter
Antibiotikatherapie beziehungsweise Isotretinointherapie sowie die Diskussion von
möglichen Konsequenzen für weitere Therapieformen der Akne.
Hierbei wurde eine Porphyrinextraktion aus Komedonen und eine Auftrennung dieses
Gemisches mittels HPLC-Technik durchgeführt. Es konnte festgestellt werden, daß die größte
Porphyrinfraktion immer Koproporphrin III war. Protoporphyrine und Koproporphyrin I
waren nur in kleinen Mengen, polare Porphyrine  nicht nachweisbar. Bezüglich der
unterschiedlichen Therapiegruppen konnte unter Isotretinointherapie im Vergleich zu
unbehandelten Patienten ein deutlicher, wenn auch aufgrund der Patientenzahlen nicht
signifikanter Rückgang der Porphyrinkonzentration festgestellt werden. Dieses Ergebnis,
welches auch klinisch mit dem Hautbefund der Patienten korreliert, wird auf den
sebumsuppressiven Effekt von Isotretinoin zurückgeführt.  Hingegen konnte unter einer
Kombinationstherapie mit systemischem Isotretinoin und einer Lokaltherapie mit
Benzoylperoxid beziehungsweise Benzoylperoxid und Retinoiden keine Reduktion der
55
Porphyrinkonzentration festgestellt werden. Auch dieses Ergebnis korreliert mit dem
Hautbefund der Patienten, da bei diesem Kollektiv mit zusätzlicher Lokaltherapie auch der
Hautbefund schlechter war. Unter systemischer Antibiotikatherapie konnte keine Reduktion,
sondern im Gegenteil ein leichter Anstieg der Porphyrinkonzentration  bei gleichbleibendem
klinischen Hautbefund festgestellt werden. Dies wird auf das allgemein bekannte Phänomen
der Resistenzentwicklung gegen antibiotische Substanzen zurückgeführt, das gerade auch bei
den in der Aknetherapie eingesetzten Tetrazyklinen weit verbreitet ist. Zudem konnte in
ergänzenden Untersuchungen mit P. acnes Kulturen eine vermehrte Verschiebung der
Koproporphyrine-III- Werte zu  Protoporphyrinen nachgewiesen werden.
Zusammenfassend konnte  die In-vivo-Porphyrinproduktion von P. acnes quantitativ und
qualitativ nachgewiesen werden. Eine Reduktion der Porphyrinkonzentration konnte durch
therapeutischen Einsatz von systemischen Isotretinoin aufgezeigt werden.
Dies könnte zu neuen Therapieformen der Acne vulgaris führen, die direkt auf die
Porphyrinproduktion Porphyrinspeicherung von P. acnes einwirken, wie zum Beispiel die
Lichttherapie mit Blau- oder Rotlicht (400-420 nm).
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6. Anhang
Substanzen und Reagenzien  für die HPLC-Gradienten 1 und 2
Porphyrine (Paesel, Frankfurt)
Tetrabutylammoniumhydoxid 40% in H2O (Fluka, Buchs, CH)
Orthophosphorsäure 85%ig p.a. (Merck, Darmstadt)
Methanol (Merck, Darmstadt)
Azeton (Merck, Darmstadt)
KH2PO4 p.a. (Merck, Darmstadt)
KH2PO4 p.a. (Merck, Darmstadt)
I2 p.a. (Merck, Darmstadt)
KI p.a. (Merck, Darmstadt)
Na2S2O3 p.a. (Merck, Darmstadt)
Lösungsmittel für die HPLC-Standards und -Proben
50 mM TBPA (8,27 g Tetrabutylammoniumhydroxid 40% in H2O +
200 ml Methalol + 600 µl Orthophosphorsäure 85 %ig + 50 ml H2O, pH 7,3)
Fließmittelsystem für Gradient 1
H2O (10 mM Phosphat-Puffer): 1,36 g KH2PO4 in 1 l H2O lösen und 1,174 g KH2PO4 in 100
ml H2O lösen; durch Mischen auf pH 5,4 einstellen. Methanol (5 MM TBHA): 3,31g
Tetrabutylammoniumhydroxid (40% in H2O) mit Methanol und 240 µl Orthophosphorsäure
(85%ig) auf 1 l auffüllen (pH 7,3)
Standard-Gradient 1
Uro-I, Kopro-I, Kopro-III, Meso- und Protoporphyrin werden mit 10 ml 50 MM TBPA
gelöst; der externe Standard enthällt je 1 pmol Porphyrin / µl. Davon werden 10 µl für die
HPLC-Analyse injiziert.
Fließmittelsystem für Gradient 2
H2O (40 mM Phosphat-Puffer): 10,88 g KH2PO4 in 2 l H2O  lösen und 0,69 g KH2PO4 in 100
ml lösen; durch Mischen auf pH 5,4 einstellen
Methanol (12,5 mM TBPA): 16,55 g Tetrabutylammoniumhydoxid (40 % in H2O) mit
Methanol und 1,2 ml Orthophosphorsäure (85 %ig) auf 2 l auffüllen (pH 7,3)
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Standard-Gradient 2
Uro-, Hepta-, Hexa-, Penta-, Kopro- (alle Isomer I) und Mesoporphyrin werden mit 10 ml 50
mM TBPA gelöst; der so hergestellte externe Standard enthält je 1 pmol Porphyrin / µl.
Davon werden 10 µl für die HPLC-Analyse injiziert.
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